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(54) Bezeichnung: PH A RM AZEUTISCHE ZUSAMMENSETZUNG ZUR PROPHYLAXE UND/ODER THERAPIE VON VI- 
RUSERKRANKUNGEN 

(57) Abstract: The invention relates to the use of at least one active substance for producing a pharmaceutical composition for the 
prophylaxis and/or treatment of at least one virus disease. The invention is characterised in that the active substance(s) inhibit(s) 
either at least two kinases or at least one SEK kinase of a cellular signal transmission path, in such a way that virus multiplication 
is inhibited. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Verwendung mindestens einer Wirksubstanz zur Herstellung einer pharmazeuti- 
Q schcn Zusammcnsetzung zur Prophylaxe und/oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung. Sic ist dadurch gekennzeichnet, 
^ dass die Wirksubstanz(en) entweder mindestens zwei Kinasen oder mindestens eine SEK Kinase eines zellularen Signal ubertra- 
^ gungsweges derart hemmen, dass eine Virusvermehrung gehemmt wird. 



WO 03/015689 



PCT/DE02/02810 



1 



Pharmazeutische Zusammensetzung zur Prophylaxe und/oder 
Therapie von Viruserkrankungen 

Gebiet der Erfindung. 
5 Die Erfindung betrifft die Verwendung mindestens 

einer Wirksubstanz zur Herstellung einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung zur Prophylaxe und/oder Therapie von 
mindestens einer Virus erkrankung sowie ein Kombinations- 
praparat hierflir. 

10 

Hintergrund der Erfindung und Stand der Technik. 

Infektionen mit RNA- oder DNA-Viren stellen eine 
bedeutende Gesundheitsbedrohung fur Mensch und Tier dar. 
Beispielsweise gehoren Infektionen mit Inf luenza-Viren 
15 immer noch zu den grofien Seuchen der Menschheit und for- 
dern Jahr fUr Jahr eine Vielzahl an Todesopfern. Sie sind 
gesamtwirtschaftlich, etwa durch krankheitsbedingte Ar- 
beitsunfahigkeit, ein immenser Kostenf aktor . Von ebenfalls 
wichtiger wirtschaf tlicher Bedeutung sind beispielsweise 
20 Infektionen mit dem Borna Disease Virus (BDV) , das vor 
allem Pferde und Schafe befallt, jedoch auch schon beim 
Menschen isoliert wurde und hier in Zusammenhang mit neu- 
rologischen Erkrankungen gebracht wird. 

Das Problem der Bekampfung von insbesondere RNA- 
25 Viren ist die durch eine hohe Fehlerrate der viralen Poly- 
merasen verursachte Wandlungsf Shigkeit der Viren, die 
sowohl die Herstellung geeigneter Impfstoffe als auch das 
Entwickeln von antiviralen Substanzen sehr schwierig 
macht. Dariiberhinaus hat sich gezeigt, dass die Anwendung 
30 von antiviralen Substanzen, die direkt gegen Funktionen 
des Virus gerichtet sind, zwar zu Therapiebeginn eine gute 
antivirale Wirkung zeigen, aber mutationsbedingt sehr 
schnell zur Selektion resis tenter Varianten fuhrt. Ein 
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Beispiel hierfur ist das anti-lnfluenza-Agens Amantadin 
und dessen Derivate, welches bzw. welche gegen ein Trans- 
membranprotein des Virus gerichtet ist bzw. sind. Inner- 
halb kurzer Zeit nach Anwendung bilden sich resistente 
5 Varianten des Virus. Ein weiteres Beispiel sind die neuen 
Therapeutika fur Influenzainf ektionen, die das Influenza- 
virale Oberf lachenprotein Neuraminidase hemmen. Hierzu 
gehort beispielsweise Relanza. In Patienten wurden bereits 
Relanza-resistente Varianten gefunden (Gubareva et al., J 
10 Infect Dis 178, 1257-1262, 1998). Die Hoffnungen, die in 
dieses Therapeutikum gelegt wurden, konnten somit nicht 
erftillt werden. 

Aufgrund ihrer meist sehr kleinen Genome und damit 
verbundener begrenzter Kodierungskapazitat fur replika- 

15 tionsnotwendige Funktionen sind alle Viren in starkem MaJie 
auf Funktionen ihrer Wirtszellen angewiesen. Durch Ein- 
flussnahme auf solche zellulare Funktionen, die fur die 
virale Replikation notwendig sind, ist es moglich, die 
Virusreplikation in der infizierten Zelle negativ zu be- 

2 0 eintrachtigen. Hierbei besteht fur das Virus nicht die 
Moglichkeit, durch Anpassung, insbesondere durch Muta- 
tionen, die fehlende zellulare Funktion zu ersetzen, urn so 
dem Selektionsdruck zu entweichen. Dies konnte am Beispiel 
des Influenza A Virus mit relativ unspezif ischen Hemmstof- 
25 fen gegen zellulare Kinasen und Methyltransf erasen bereits 
gezeigt werden (Scholtissek und Muller, Arch Virol 119, 
111-118, 1991) . 

Es ist bekannt, dass Zellen liber eine Vielzahl von 
Signalubertragungswegen verfUgen, mit Hilfe derer auf die 
30 Zelle einwirkende Signale in den Zellkern ubertragen wer- 
den. Dadurch kann die Zelle auf aufiere Reize reagieren und 
mit Zellproliferation, Zellaktivierung, Dif f erenzierung 
Oder kontrolliertem Zelltod reagieren. Diesen 
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Signalubertragungswegen^ist gemeinsam, dass sie mindestens 
eine Kinase enthalten, welche durch Phosphorylierung 
mindestens ein nachfolgend signalubertragendes Protein 
aktivieren. Bei Betrachtung der zellularen Prozesse, die 
5 nach Virusinfektionen induziert werden, findet man, dass 
eine Vielzahl von DNA- und RNA-Viren in der infizierten 
Wirtszelle bevorzugt einen definierten Signalubertragung- 
sweg, den sogenannte Raf/MEK/ERK-Kinase-Signalubertrag- 
ungsweg aktivieren (Benn et al., J Virol 70, 4978-4985, 
10 1996/ Bruder und Kovesdi, J Virol 71, 398-404, 1997; Pop ik 
und Pitha, Virology 252, 210-217, 1998; Rodems und Spec- 
tor, J Virol 72, 9173-9180, 1998) . Dieser Signaltlbertra- 
gungsweg ist einer der wichtigsten Signalubertragungswege 
in einer Zelle.und spielt eine bedeutende Rolle in Prolif- 
15 erations- und Dif ferenzierungsprozessen. Wachstumsf aktor- 
induzierte Signale werden dabei durch sukzessive Phospho- 
rylierung von der Serin/Threonin Kinase Raf auf die Dual- 
spezifische Kinase MEK (MAP Kinase Kinase/ERK Kinase) und 
schlieBlich auf die Kinase ERK (extracellular signal regu- 
20 lated kinase) ilbertragen. Wahrend man als Kinase-Substrat 
fur Raf nur MEK kennt und fur MEK als einzige Substrate 
die ERK-Isoformen identif iziert wurden, kann ERK eine 
ganze Reihe an Substraten phosphorylieren. Hierzu geh5ren 
beispielsweise Transkriptionsfaktoren, wodurch die zel- 
25 lulare Genexpression direkt beeinflusst wird (Cohen, 

Trends in Cell Biol 7, 353-361, 1997; Robinson und Cobb, 
Curr.Opin.Cell Biol 9, 180-186, 1997, Treisman, Curr.Opin 
Cell Biol 8, 205-215, 1996) . Die Untersuchung der Rolle 
dieses Signalubertragungsweges in zellularen Entscheidung- 
30 sprozessen hat zur Identif izierung mehrerer pharmakolo- 
gischer Inhibitoren gefiihrt, welche den 

Signalubertragungsweg unter anderem auf der Ebene von MEK, 
also relativ am Beginn des Signalubertragungsweges hemmen 



r 
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(Alessi eta!., J Biol Chem 270, 27489-27494, 19 95; Cohen 
Trends in Cell Biol 7, 353-361, 1997; Dudley et al , PNAS 
US, 92, 7686-7689, 1995; Favata et al., ff Biol to2 
18623-18632, 1998) . 

5 Neuere Daten zeigen, dass die Inhibition des Ras- 

Raf-MEK-ERK-signalUbertragungsweges durch Wirksubstanzen 
welche relativ selektiv eine der an diesem Signaltibertra- 
gungsweg beteiligten Kinasen, insbesondere die MEK in- 
hxbxeren, die intrazellulare Verraehrung von intranuklear 
10 replxzierenden Negativstrang-Viren, beispielsweise von 
influenza A Virus und Borna Disease Virus (BDV) drastisch 
hemmen kann (Pleschka et al., Nature Cell Biol 3, 301-305 
2001; Planz et al., J Virol 10, 4871-4877, 2001). 

Der Nachteil bekannter antiviraler Wirksubstanzen 
15 ist, dass sie entweder gegen eine virale Komponente 
gerichtet sind und so schnell zu Resistenzen fuhren (s 
Amantadin) , oder gegen zellulare Faktoren zu breit und 
unspezifisch wirken (Bsp. Methyltransf eraseinhibitoren, 
wobex mit groBen Nebenwirkungen zu rechnen ist. Ent- 
20 sprechend ist von keiner der gegen zellulare Faktoren 
wxrkenden Substanzen bekannt, dass sie bislang zu einem 
Therapeutikum fur Viruserkrankungen entwickelt worden 
ware. Andererseits kann die Inhibition anderer Kinasen, 
bexspielsweise die Inhibition der Kinase JNK des 

25 MEKK/SEK/JNK SignalUbertragungsweges, die Virusvermehrung 
verstarken. 

Weiterhin ist bekannt, dass die verstarkte Ak- 
tivierung wiederum anderer Kinasen, beispielsweise der 
Proteinkinase C (PKC) , die Replikation von Viren hemmt 
30 (Driedger und Quick, WO 92/02484). 

Bislang bestand die Vorstellung, dass Negativstrang- 
RNA Viren nur den Raf-MEK-ERK- Signalubertragungsweg fur 
ihre Vermehrung nutzen und demzufolge eine Hemmung der 
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Virusvermehrung fur diesen Signalubertragungsweg, insbe- 
sondere durch eine Inhibition von MEK, zu einer voll- 
standigen Hemmung der Virusvermehrung fuhrt. Da in einer 
Zelle die SignalUbertragungswege jedoch kaum eine in sich 
5 abgeschlos- sene Funktionen aufweisen, sondern bei Ak- 
tivierung des einen Signaltlbertragungsweges tiber Kreuzver- 
netzungen weitere SignalUbertragungswege in unterschied- 
lichem AusmaiJ zusatzlich aktiviert werden, ist grund- 
satzlich nicht auszuschliefien, dass der Raf-MEK-ERK- 
10 Signalubertragungsweg sowohl von der Zelle als auch von 
den Viren umgangen werden kann und der therapeutische Ef- 
fekt einer Wirksubstanz, die eine Virusvermehrung ftlr den 
Raf-MEK-ERK-SignalUbertragungsweg hemmt, hierdurch 
eingeschrankt werden konnte. 

15 

Technisches Problem der Erfindung. 

Daher besteht ein grower Bedarf fur das Auffinden 
und Verwenden antiviraler Wirksubstanzen, welche 
zusatzlich oder erganzend zu solchen wirken, die die Vi- 

20 rusvermehrung bei dem Raf-MEK-ERK-Signaltibertragungsweg 
hemmen. Das Auffinden solcher Wirksubstanzen wird dadurch 
erschwert, dass beispielsweise Inhibitoren von Kinasen 
auBerhalb des Raf-MEK-ERK-Signalubertragungsweges, 
beispielsweise Inhibitoren der Kinase JNK, eine Virusver- 

25 mehrung fordern k5nnen, also die gegenteilige als die 
gewtinschte Wirkung erzielen (Ludwig et al., J Biol Chem 
276, 1-9, 2001), und dass wiederum die Aktivierung aus- 
gewahlter Kinasen, beispielsweise PKC, durch Substanzen 
antiviral wirken kann. 

30 

Grundzuge der Erfindung und bevorzugte Ausfuhrungsf ormen. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung mindestens einer Wirksubstanz zur Prophylaxe 
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und/oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung, 
wobei die Wirksubstanz (en) entweder auf mindestens zwei 
Kinasen eines zellularen SignalUbertragungsweges derart 
einwirkt bzw. einwirken, dass eine Virusvermehrung im we- 
5 sentlichen gehemmt wird oder eine SEK Kinase im wesentli- 
chen hemmt bzw, hemmen. Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist des weiteren die Kombination mindestens 
einer erf indungsgemaften Wirksubstanz mit mindestens einem 
weiteren antiviral wirkenden Wirkstoff , welcher vorzug- 

10 sweise kein Kinaseinhibitor ist, fur die Prophylaxe 
und/oder Therapie einer Virusinf ektion . 

Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, dass die 
Inhibition einer SEK Kinase im MEKK/SEK/ JNK-SignalUber- 
tragungsweg die Virusvermehrung hemmt. Dies ist deswegen 

15 so Uberraschend, da die Hemmung von JNK im MEKK/ SEK/ JNK- 
Signalubertragungsweg das Gegenteil, eine verstarkte Vi- 
rusvermehrung, bewirkt (Ludwig et al., J Biol Chem 27 6, 
1-9, 2001) . Da der JNK-AP-1 Signalweg wesentlich an der 
Virus-induzierten Expression von IFNfi, einem stark antivi- 

20 ral wirksamen Cytokin, beteiligt ist, scheint die fehlende 
IFN6 Expression nach Hemmung von JNK eine verstarkte Vi- 
rusvermehrung zu ermoglichen. Weiterhin wurde Uber- 
raschenderweise gefunden, dass eine Hemmung von mindestens 
zwei Kinasen eines zellularen SignalUbertragungsweges 

25 durch mindestens eine Wirksubstanz die Virusvermehrung 
weitaus starker hemmt als es der Fall ist, wenn nur eine 
Kinase durch einen Wirkstoff gehemmt wird. So fuhrt 
beispielsweise die Inhibition von p38 und MAPKAPK3 oder 
die Inhibition von MKK6 und p38 oder die Inhibition von 

30 Raf und MEK zu einer deutlich starkeren antiviralen 
Wirkung als die Inhibition nur einer, insbesondere der 
(die zweite Kinase) aktivierenden, Kinase. Es wurde des 
weiteren Uberraschend gefunden, dass die Hemmung von 
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mindestens einer Kinase eines zellularen SignalUbertra- 
gungsweges durch mindestens eine Wirksubstanz und die 
zusatzliche Verabreichung eines antiviralen Wirkstoffes, 
welcher kein Inhibitor einer Kinase darstellt, zu einer 
5 starken Hemmung der Virusvermehrung ftthrt. Diese Hemmung 
durch die Kombination war starker als bei Addition der 
Einzelwirkungen der Komponenten dieser Kombination zu er- 
warten gewesen ware. So wurden beispielweise Zellen mit 
Influenza A infiziert und die Zellen mit dem Kinaseinhibi- 

10 tor U012 6, von welchem bekannt ist, dass er im Raf/MEK/ERK 
Signaliibertragungsweg die MEK Kinase inhibiert und 
zugleich mit Amantadin behandelt. Von Amantadin ist 
bekannt, dass es nicht bei alien Influenza A Viren und 
nicht bei Infuenza B Viren wirkt, des weiteren, dass es in 

15 kurzer Zeit zur Bildung von resistenten Virusvarianten 
ftthrt. Die Kombination von U012 6 und Amantadin fuhrte zu 
einer Hemmung der Vermehrung von Influenza A Viren, wobei 
die Kombination starker wirken kann als die beiden einzel- 
nen Komponenten allein. 

20 Zu diesen zellularen Signaliibertragungswegen gehoren 

beispielsweise: MEKK2, -3/MEK5/ERK5; Raf/MEK/ERK; 
MEKK/SEK/JN; JAK1, JAK2, JAK3, TYK2/ Hetero- und Homodi- 
mere von JAK1, -2,-3, TYK2; ASK/MKK3, -6/p38 ; 
ASK/MKK4,-7/JNK; MEKK4 / MKK4,-7; DLK/MKK4, -7; 

25 Tpl-2/MKK4,-7; Tpl-2/MEK5/ERK5; MLK-3/ MKK3,-6; MLK-3/ 
MKK4,-7; TAK/NIK/IKK; TAK/MKK3 , - 6 ; TAK/MKK4, -7; 
PAK/MKK3,-6; PAK/IKK; Cot , Tpl-2/IKK; PKC/IKK; PKB/IKK; 
PKC/Raf; PAK/Raf; Lck/Raf; MEKKs/IKK; PI3K/PDK1/ PKB; 
JAK/TYK/PLCgamma; JAK/Tyk/Stat Komplexe; MAP 

3 0 Kinasen/MAPKAP-Kinasen, beispielsweise: ERK/3pK, 
ERK/Rskp90, p38/MAPKAP-Kinasen, p38/ 3pK. 

Einzelheiten zu diesen Signaliibertragungswegen wur- 
den von Sedlacek (Drug 59, 435-476, 2000) und in 
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verschiedenen anderen Verof f entlichungen beschrieben 
(Karin and Ben-Neriah, Ann Rev Immunol 18, 621-663, 2000; 
Vertegaal et al . , Cell Signal 12, 759-768, 2000; Vanhaese- 
broeck and Alessi, Biochem J 346, , 561-576, 2000; Ludwig et 
5 al., Mol Cell Biol 16, 6687-6697, 1996; New et al., J Biol 
Chem 274, 1026-1032, 1999; Ni et al . , Biochem Biophys Res 
Coramun, 243, 492-496, 1998; Rebecchi and Pentyala, Physiol 
Rev 80, 1291-335, 2000; Cohen, Trends in Cell Biol 7, 
353-3 61, 1997; Robinson und Cobb, Curr Opin Cell Biol 9, 

10 180-186, 1997; Rane and Reddy, Oncogene, 19, 5662-5679, 
2000; Sun et al . , Curr Biol. 10, 281-284, 2000; Garrington 
and Johnson, Curr Opin Cell Biol 11, 211-218, 1999) . 

Wirksubstanz im Sinne der vorliegenden Erfindung ist 
eine Substanz, die in der Lage ist, entweder auf minde- 

15 stens eine Kinase eines zellularen Signalubertragungsweges 
derart einzuwirken, dass eine Virus vermehrung im wesentli- 
chen gehemmt ist oder eine SEK Kinase eines zellularen 
Signalubertragungsweges im wesentlichen zu hemmen, Weiter- 
hin sind als Wirksubstanzen im Sinne dieser Erfindung 

20 Derivate der Wirksubstanzen zu verstehen, die beispiel- 
sweise durch enzymatische Spaltung in eine erfindungs- 
gemafie aktive Wirksubstanz umgewandelt werden. 
Wirksubstanzen im Sinne der vorliegenden Erfindung sind 
auflerdem Vorstufen von Wirksubstanzen, welche metabolisch 

25 in eine erf indungsgemafi aktive Substanz umgewandelt wer- 
den. Zu den Wirksubstanzen im Sinne der vorliegenden Er- 
findung gehdren beispielsweise : Kinase-inhibierende 
Flaven-Derivate oder Benzpyran-Derivate; 
Kinase-inhibierende Derivate des 4H-l-Benzopyran, 

30 beispielsweise wie in EP 0137193 und EP 366061 offenbart. 
Die Struktur-Wirkungsbeziehung fur diese Derivate wurde 
beispielsweise von Sedlacek et al. (Int J Oncol 9, 
1143-1168, 1996) im Detail beschrieben; Flavopiridolderi- 
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vate, beispielsweise von Kim et al . , J Med Chem 43(22), 
4126-4134, 2000 offenbart, insbesondere Thio-Flavopiridol 
und Oxy-Flavopiridol; 2- (2-Amino-3-methoxyphenyl) -4-oxo- 
4H-(1) benzopyran, beispielsweise von Ebendal (WO 
5 00/50030) offenbart; 7, 12-Dihydro-indolo (3,2-d) (1) 

Benzazepin-6(5H)-one (NSC 664704 Sausville et al. Pharma- 
col. Ther. 82(2-3), 285-292, 1999); Phosphokinaseinhibi- 
toren, beispielsweise 70H-Staurosporine und ihre Phosphok- 
inase inhibierenden Derivate, Butyrolactone, Roscovitine, 

10 Purvalanol A, Emodin, Anilinoquin-azoline (PD-168393 und 
PD 169414), PD 184352 (Duesbery et al . , Nature Medicine 
5(7), 736-737, 1999) und Phenyl amino-pyrimidine (STI 571, 
CGP 78850, CP 358774, CP59326 und CGP 60474)), Trioylimi- 
dazole (1-779450) (Meijer et al . , Parmacol .Ther .82 (2-3) , 

15 297-284, 1999; Sedlacek et al . , Int J Oncol 9, 1143-1168, 
1996; Sedlacek Drug 59 (3) , 435-476, 2000); Paullone (Za- 
harevitz et al . , Cancer Res . 59, 2566-2569, 1999); SB203580 
[4- (4-Fluorophenyl) -2- (4-methylsulf inylphenyl) -5- (4-pyridy 
1) lH-imidazol, (Ishikawa et al., J Neurochem 75(2), 

20 494-502, 2000, Harada und Sugimoto, Jpn J Pharmacol 79(3), 
369-378, 1999)]; Kinase-inhibierende Buatadien-Derivate, 
insbesondere Derivate von Diaminodicyano- (R) -thiobutadien; 
U0126 [1, 4-Diamino-2, 3-dicyano-l, 4-bis (2aminophenylthio) 
butadien] (Favata et al., J Biol Chem 273(29), 18623- 

25 18632, 1998; DeSilva et al., J Immunol 160, 4175-4181, 
1998)]; PD098059 [2-2' -amino-3' -methoxyphenyl) -oxanaph- 
talen-4-on) ] , (Dudley et al., PNAS USA 92, 7686-7686, 
1995) ; PD184352 [2- (2-chlor-4-jod-phenylamino) -N-cyclo- 
propylmethoxy-3, 4-dif luorbenzamid] , (Sebolt-Leopold et 

30 al., Nature Med 5, 810-816, 1999); 3-Aminomethylen-in- 
dolin-Derivate (Heckel et al., DE 92 4401, Eberlein et 
al., DE 84 4003; WO 00/018734); CEP-1347 (KT7515) bis- 
ethylthiomethyl (Maroney et al., J Neurochem 73(5), 
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1901-1912, 1999); Tetrapyrrolische Makrocyclen, beispiel- 
sweise 5, 10, 15, 20-Tetraarylporphyrin und 5,10,15-Tri- 
arylcorrol (Aviezer et al., WO 00/27379); Pyrimidonderi- 
vate (Ando et al., WO 00/018758); 3-Aminomethylen-indo- 
5 lin-Derivate (Heckel et al., DE 92 4401, Eberlein et al . , 
DE 84 4003; WO 00/018734); Pyrazolo ( 3, 4-b) pyridin- Deri- 
vate (Bursuker et al., WO 99/30710); Pyrazol-Derivate (An- 
antanarayan et al., WO 00/031063); 1, 4-substituierte 
Piperidinderivate (Caravatti et al., EP 374095); lipoide 

10 Ammoniums alze (Daniel et al., WO 90/04918); 4-(4-Fluoro- 
phenyl) -2- (4-Hydroxyphenyl) -5- (4-Pyridyl) lH-Imidazol 
(SB202190) ;SL 327 (ein Butadienderivat) ; Dominant negative 
Mutanten einer Kinase eines zellularen Signaltibertragung- 
sweges; Antisense-Oligonukleotide, welche sich spezifisch 

15 an die DNA-Sequenz oder mRNA Sequenz kodierend far eine 
Kinase eines zellularen Signalubertragungsweges anlagern 
und deren Transkription oder Translation inhibieren; 
dsOligonukleotide, die geeignet sind zur gezielten Degra- 
dierung der mRNAs von Kinasen eines zellularen SignalUber- 

20 tragungsweges durch die RNAi-Technologie entsprechend der 
Methode, wie von Tuschl et al (Genes Dev 13: 3191-3197, 
1999) und von Zamore et al (Cell 101: 25-33, 2000) 
beschrieben; Antikorper oder Antikorperfragmente spezi- 
fisch fur eine Kinase eines zellularen Signaliibertragungs- 

25 weges, oder Fusionsproteine, enthaltend mindestens ein 

Antikorper fragment, beispielsweise ein Fv-Fragment, welche 
die Kinaseaktivitat mindestens einer Kinase inhibieren; 
Peptide, welche die Interaktion von mindestens zwei 
Kinasen eines zellularen Signalubertragungsweges 

30 inhibieren. 

Bevorzugt erfolgt die Verwendung mindestens einer 
erf indungsgemaflen Wirksubstanz bei Viruserkrankung, die 
durch RNA- oder DNA-Viren, vorzugsweise Negativstrang-RNA 
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Viren, beispielsweise Inf luenza-Viren, oder Borna-Viren, 
hervorgeruf en wird. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Er- 
findung betrifft ein Kombinationspraparat zur Prophylaxe 
5 und/oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung, 
enthaltend mindestens zwei Wirksubstanzen, welche entweder 
auf mindestens zwei Kinasen eines zellularen Signaluber- 
tragungsweges derart einwirken, dass eine Virusvermehrung 
im wesentlichen gehemmt wird oder eine SEK Kinase im we- 

10 sentlichen hemmen, vorzugsweise ausgewahlt aus bereits 

vorstehend aufgefuhrten Wirksubstanzen, wobei das Kombina- 
tionspraparat in Form eines Gemisches oder als einzelne 
Komponenten zur gleichzeitigen oder zeitlich unterschied- 
lichen Anwendung an gleichen oder unterschiedlichen Orten 

15 anwendbar ist. 

Durch die Verabreichung eines Kombinationspraparat s, 
enthaltend mindestens zwei unterschiedliche Wirksubstan- 
zen, wird die Virusvermehrung durch Einwirken auf mindes- 
tens zwei Kinasen eines zellularen SignalUbertragungswegs 

20 gehemmt. Die Verabreichung des Kombinationspraparates kann 
als Mischung der Wirksubstanzen erfolgen. Die Wirksubstan- 
zen konnen pro Verabreichung jedoch auch getrennt von- 
einander an dem gleichen Ort, beispielsweise intravenos, 
oder auch an voneinander getrennten Orten, gleichzeitig 

25 oder auch zu unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb eines 
Zeitraumes, in welchem die zuerst verabreichte Substanz 
noch Wirkung zeigt, beispielsweise in einem Zeitraum von 
drei Tagen, verabreicht werden. 

Eine weitere Ausfuhrungsform dieser Erfindung stellt 

30 die Verabreichung eines Kombinationspraparates dar aus 
mindestens einer erf indungsgemaJBen Wirksubstanz und 
mindestens einem antiviralem Wirkstoff , welcher kein 
Kinaseinhibitor darstellt. Zu diesen antiviralen 
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Wirkstoffen gehoren beispielsweise : 1 -Adamant anamin (Aman- 
tadin) ; Rimantadine; Neuraminidase-Inhibitoren wie 
beispielsweise Relenza; synthetische Nucleosidanaloga wie 
beispielweise 3-Deaza adenosin und Ribavirin. 
5 Eine weitere Aus ftthrungs form der vorliegenden Er- 

findung betrifft ein Testsystem zum Auffinden von Wirksub- 
stanzen, welche entweder auf mindestens zwei Kinasen eines 
zellularen Signalubertragungsweges oder auf eine SEK 
Kinase derart hemmen, dass eine Virusvermehrung im wesent- 

10 lichen gehemmt wird enthaltend: a. mindestens eine mit 
mindestens einem Virus infizierbare Zelle, die entweder 
mindestens zwei Kinasen eines zellularen Signalubertra- 
gungsweges oder mindestens eine SEK-Kinase enthalt und 
mindestens einen die Zellen infizierenden Virus oder b. 

15 mindestens eine mit mindestens einem Virus infizierte 
Zelle, die entweder mindestens zwei Kinasen eines zel- 
lularen Signalubertragungsweges oder mindestens eine SEK- 
Kinase enthalt. 

Zellen im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Zel- 

20 len aus unterschiedlichen Organen und Geweben, beispiels- 
weise Zellen der Blut- und LymphgefaBe, Zellen, die Kor- 
perhohlen auskleiden. Ebenfalls umfasst sind Zellkulturen, 
besonders solche, welche von Zellbanken, beispielsweise 
der ATCC, zu erwerben sind, insbesonders permissive, eu- 

25 karyotische Zellkulturen, beispielsweise: 293, 293T und 
293T7 (Homo sapiens); B82, NIH 3T3, L929 aus Mus musculus; 
BHK aus Cricetus cricetus; CHO aus Cricetulus griseus; 
MDCK aus Canis familiaris; Vero, COS-1 und COS-7 aus Cer- 
copithecus aethiops; sowie primare Embryo-Fibroblasten aus 

30 Gallus gallus (CEF cells) . 

Beispielsweise wird in dem erf indungsgemafien Test- 
system zum Auffinden von Wirksubstanzen durch Zugabe von 
Substanzen, vorzugsweise in Konzentrationen von O.OOlpMol 
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bis 100 pMol, und Viren in einer Partikelzahl, welche die 
ausgewahlte Zelle infizieren konnen, gepriift, ob eine Sub- 
stanz in der Lage ist, die Virus vermehrung zu hemmen, ohne 
die Zelle zu schadigen. 
5 Vorzugsweise handelt es sich bei dem in dem er- 

f indungsgemaften Testsystem verwendeten Virus urn ein RNA- 
oder DNA- Virus, vorzugsweise urn ein Influenza-Virus. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm enthalt die 
Zelle des erf indungsgemaflen Testsystems mindestens eine 

10 Uberexprimierte Kinase, insbesondere durch Einftihrung 
eines oder mehrerer die Kinase (n) kodierenden Gens bzw. 
Gene. Durch diese Uberexpression werden Substanzen ent- 
deckt, welche Kinasen sowohl stark inhibieren wie auch 
intrazellular zur Inhibition der uberexprimierten Kinase 

15 eine hohe Konzentration erreichen konnen. Zur Kontrolle 
ist in einer Zelle des erf indungsgemaflen Testsystems die 
Expression fUr mindestens eine Kinase inhibiert, bei- 
spielsweise: durch die Einftihrung einer antisense DNA oder 
einer antisense RNA; durch die Einftihrung mindestens eines 

2 0 Genes kodierend fur mindestens eine dominantnegative Mu- 
tante mindestens einer tibergeordneten Kinase; und/oder 
durch die Einftihrung mindestens eines Genes kodierend ftir 
mindestens eine dominant negative Mutante mindestens einer 
untergeordneten Kinase eines Signaltibertragungsweges . 

25 Eine weitere Ausftihrungsform der vorliegenden Er- 

findung betrifft ein Verfahren zum Auffinden von mindes- 
tens einer Wirksubstanz zur Prophylaxe und/oder Therapie 
von Viruserkrankungen, welche die Vermehrung von Viren bei 
Viruserkrankungen im wesentlichen hemmt bzw. hemmen, ent- 

30 haltend folgende Schritte: a. Inkontaktbringen mindestens 
eines erf indungsgemalien Testsystems mit mindestens einer 
potentiellen Wirksubstanz, und b. Bestimmung der 
Auswirkung auf die Virus vermehrung. 
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Inkontaktbringen im Sinne dieser Erfindung kann 
beispielsweise durch Zugabe der Wirksubstanzen in das 
Nahrmedium einer Zellkultur oder durch lokale oder sys- 
temische Verabreichung der Wirksubstanzen in einen Organ- 
5 ismus erfolgen. Inkontaktbringen im Sinne der vorliegenden 
Erfindung umfasst ebenfalls die nach dem Stand der Technik 
Oblichen Verfahren, die das Einfuhren von Substanzen in 
intakte Zellen erlauben, beispielsweise Infektion, Trans- 
duktion, Transfektion und/oder Transformation und weitere 

10 dem Fachmann bekannte Methoden. Diese Verfahren sind ins- 
besondere bevorzugt, wenn es sich bei der Substanz urn 
Viren, nackte Nukleinsauren, beispielsweise antisense DNA 
und/oder antisense RNA, Viroide, Virosomen und/oder 
Liposomen handelt, wobei Virosomen und Liposomen ebenfalls 

15 geeignet sind, neben einem Nukleinsauremolekiil weitere 
Wirksubstanzen in die Zelle zu bringen. 

Das Bestimmen der Auswirkung auf die Virusvermehrung 
erfolgt beispielsweise mittels Plaque-Assays durch Ver- 
gleich von Virustiter infizierter und nichtinf izierter 

20 Zellen. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der vorlieg- 
enden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Prophylaxe und/oder Therapie von 
mindestens einer Viruserkrankung, welche die Vermehrung 

25 von Viren bei Viruserkrankungen im wesentlichen hemmt bzw. 
hemmen, enthaltend folgende Schritte: a. Durchfiihren eines 
erfindungsgemaJien Testsystems und b. Versetzen des/der 
aufgefundenen Wirksubstanz/en mit mindestens einem Hilfs- 
und/oder Zusatzstoff. 

30 Vorzugsweise wird die Wirksubstanz gemaii vorliegen- 

der Erfindung ftir die lokale oder systemische Verab- 
reichung in einen Organismus mit Hilfe der dem Fachmann 
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geiaufigen Methoden und Hilfs- und/oder Zusatzstof f en zu 
einem Arzneimittel zubereitet. 

Geeignete Hilfs- und Zusatzstof fe, die beispiels- 
weise der Stabilisierung oder Konservierung des Arzneimit- 
5 tels oder Diagnostikums dienen, sind dera Fachmann allge- 
mein bekannt (siehe z. B. Sucker H et al. (1991) 
Pharmazeutische Technologie, 2. Auflage, Georg Thieme Ver- 
lag, Stuttgart) . Beispiele fur solche Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffe sind physiologische Kochsalzlosungen, Ringer- 
10 Dextrose, Dextrose, Ringer-Laktat, entmineralisiertes Was- 
ser, Stabilisatoren, Antioxidantien, Komplexbildner, an- 
timikrobielle Verbindungen, Proteinaseinhibitoren und/oder 
inerte Gase. 

Die lokale Verabreichung kann beispielsweise auf die 

15 Haut (beispielsweise mit einem transdermalen System), auf 
die Schleimhaut, in eine Korperhohle, in ein Organ (z.B. 
i.iru), in ein Gelenk oder in das Binde- oder Stutzgewebe 
erfolgen. Die systemische Verabreichung erfolgt vorzugs- 
weise in den Blutkreislauf , beispielsweise i.v., in die 

20 Peritonealhohle oder in die Bauchhohle. 

Die Arzneimittel zubereitung enthaltend die er- 
findungsgemafie Wirksubstanz richtet sich nach der Art der 
Wirksubstanz und der Art ihrer Verabreichung und kann 
beispielsweise eine Losung, eine Suspension, eine Salbe, 

25 ein Puder, eine Sprayform oder eine andere Inhalation- 
szubereitung darstellen. Vorzugsweise werden Nukleotidse- 
quenzen mit dem Fachmann bekannten Methoden in einen 
viralen Vektor oder ein Plasmid eingefugt und mit 
Hilfsstoffen fUr die Zelltransf ektion versetzt. Zu diesen 

30 Hilfsstoffen gehoren beispielsweise kationische Polymere 
oder kationische Lipide. Antisense-Oligonukleotide werden 
mit den dem Fachmann gelaufigen Methoden derivatisiert, urn 
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sie vor dem enzymatischen Abbau durch DNAsen oder RNAsen 
zu schiltzen. 

Die Wirksubstanz gemafi der Erfindung kann in Form 
eines Salzes, Esters, Amids oder als eine Vorstufe vor- 
5 liegen, wobei vorzugsweise nur Modif ikationen der Wirksub- 
stanz verwendet werden, die keine UbermaBige Toxizitat, 
Irritationen oder allergische Reaktionen am Patienten 
auslosen. 

Die Wirksubstanz wird unter sterilen Bedingungen, 

10 mit einem physiologisch akzeptablen Tragerstoff und mogli- 
chen Preservatives Puffern oder Treibmitteln, je nach 
Bedarf, vermischt. Derartige Tragerstoff e fur Arzneimit- 
telzubereitungen sind dem Fachmann geiaufig. 

Bevorzugt wird die erf indungsgemafle Wirksubstanz in 

15 einer einmaligen Dosis, besonders bevorzugt in mehreren 
Dosen verabreicht, wobei die einzelnen Dosen die maximal 
tolerable Dosis (MTD) der jeweiligen Wirksubstanz fur den 
Menschen nicht ubersteigt. Vorzugsweise wird eine Dosis 
gewahlt, welche die Halfte der MTD betragt. Beispielsweise 

20 liegt fur die Infusion von Flavopiridol die MTD beim Tu- 
morpatienten bei 50mg/m 2 / dx3 (Senderowicz et al J Clin 
Oncol 16(9): 2986-2999,1998). Fttr die Anwendung am Men- 
schen im Sinne der vorliegenden Erfindung ist Flavopiridol 
somit in einer taglichen Dosis von 0,1- 50mg/m 2 , vorzug- 

25 sweise von 5-30 mg/m 2 , besonders bevorzugt von 25mg/m 2 zu 
verabreichen. Die Tagesdosis kann einmalig am Tag oder in 
mehreren Teilportionen aufgeteilt liber den Tag hinweg, 
vorzugsweise in etwa gleichen Zeitabstanden verabreicht 
werden. 

30 Gemafi der vorliegenden Erfindung kann die Verab- 

reichung entweder lokal oder systemisch, nur an einem Tag 
oder tiber mehrere Tage taglich oder an jedem zweiten oder 
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dritten Tag iiber mehrere Wochen erfolgen, bis eine thera- 
peutische Wirkung sichtbar wird. 

Weitere Varianten der Erfindung sind in den An- 
sprUchen 17 bis 19 angegeben, wobei hierfur die vorste- 
5 henden und nachf olgenden Ausftlhrungen analog gelten. 

Beispiel 1: Positivkontrolle I (Influenza A Virus) 

Fur die Vermehrung von Influenza A-Viren werden per- 
missive, eukaryontische Zellkulturen (Madine darby canine 

10 kidney (MDCK) -Zellen) , in parallelen Ansatzen mit gleicher 
Zellzahl, nach allgemeinen fur Zellkulturen ublichen Meth- 
oden, mit einer physiologischen Salzlosung gewaschen und 
mit einer gleichen Menge des infektiosen Influenza A Vi- 
russtammes WSN-HK (Reassortante mit sieben Gensegmenten 

15 des Influenza-Stamms A/WSN/33 und dem NA-Gen des 

Influenza-Stamms A/HK/8/68), in einem Verhaltnis von 
0,0025 infektiose Viruspartikel pro Zelle fur eine Stunde 
bei Raumtemperatur, infiziert. 30 min vor der Infektion 
werden die MDCK-Zellen in geeignetem Zellkulturmedium, 

20 welches zur positiven Kontrolle in unterschiedlichen 
Konzentrationen mit dem Kinase-Inhibitor U012 6 
[1, 4-diamino-2, 3-di- 

cyano-l,4-bis(2aminophenylthio)butadien] versetzt ist 
(OuM, 30uM, 40uM, 50pM gelost in DSMO) bei 37°C und 5% 

25 C02-Konzentration, inkubiert. Als Losungsmittelkontrolle 
werden MDCK-Zellen mit Zellkulturmedium inkubiert, welches 
mit entsprechenden unterschiedlichen Mengen an DMSO ver- 
setzt ist. Wahrend der Infektion wird dem Inokulum der 
Kinase-Inhibitor U012 6 bzw. als LOsungsmittel DMSO in den 

30 entsprechenden Konzentrationen zugegeben. AnschlieJiend 
wird das Inokulum entfernt und die infizierten Zellen wer- 
den in geeignetem Zellkulturmedium, welches in unter- 
schiedlichen Konzentrationen mit dem Kinase-Inhibitor 
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U0126 versetzt ist (OyM, 30pM, 40pM, 50pM gelost in DMSO), 
fur 48h, bei 37 °C und 5% C0 2 -Konzentration, inkubiert. Als 
Losungsmittelkontrolle werden infizierte MDCK-Zellen mit 
Zellkulturmedium inkubiert, welches mit entsprechenden 
5 unterschiedlichen Mengen an DMSO versetzt ist. 24 Stunden 
nach der Infektion werden 200{il des Mediumiiberstandes ent- 
nommen und das gleiche Volumen an Inhibitor- bzw, DMSO- 
haltigem Zellkulturmedium dem MediumUberstand wieder 
zugegeben. Nach 4 8 Stunden wird erneut eine Probe entnom- 

10 men. Die Zellkulturtiberstande der jeweiligen Proben fur 
den 24- und den 48- Stunden-Wert werden nach ublichen vi- 
rologischen Methoden auf die Menge an haemagglutinierenden 
Einheiten (HA-Titer) , welche die Gesamtproduktion an Vi- 
ruspartikeln darstellt, und auf die Menge an neu gebilde- 

15 ten infektiSsen Viruspartikeln (Plaque-Assay auf 

MDCK-Zellen) hin untersucht. Im Ergebnis kann in einem 
solchen experimentellen Ansatz festgestellt werden, dass 
es bei zunehmender Konzentration des Kinase-Inhibitors 
U0126 im Zellkulturmedium zu einer signif ikanten Reduktion 

20 (ca. 80% bei 50yM U0126) der Anzahl von neu gebildeten, 
infektitfsen Viruspartikeln, im Vergleich zum Kontrol- 
lansatz ohne Inhibitor U0126 bzw. den Losungsmittelkon- 
trollen kommt . Die makroskopische Untersuchung von 
MDCK-Zellen, welche mit entsprechenden Konzentrationen an 

25 DMSO, bzw. in DMSO gelostem Inhibitor U0126 behandelt wur- 
den, als auch eine Zytotoxizitatsuntersuchung mittels 
Propidiumjodidfarbung, zeigt, dafi weder Losungsmittel noch 
Inhibitor einen signif ikanten zytotoxischen Effekt auf die 
Zellen haben. 

30 

Beispiel 2: Positivkontrolle II (Influenza B Virus) 

Dieses Beispiel zeigt, dafi bei einer Konzentration 
von 60yiM des MEK-Inhibitors U0126 im Zellkulturmedium auch 
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die Anzahl der neu gebildeten, infektiosen Influenza B 
Viruspartikel signifikant reduziert ist. Fur die Vermehr- 
ung von Influenza B Viren werden permissive, eukaryon- 
tische Zellkulturen (Madine darby canine kidney (MDCK) - 
5 Zellen) , in parallelen Ansatzen mit gleicher Zellzahl, 
nach allgemein iiblichen Methoden fiir die Zellkultur, mit 
einer physiologischen SalzlSsung gewaschen und mit einer 
gleichen Menge des infektiosen Influenza B Virus stammes 
Massachusetts/6/93, in einem Verhaltnis von 0,01 infek- 

10 tiose Viruspartikel pro Zelle fiir eine Stunde bei Raumtem- 
peratur, infiziert. Nach der Infektion wird das Inokulum 
entfernt und die infizierten Zellen in geeignetem Zellkul- 
turmedium (enthalt 2]jg/ml Trypsin), welches mit dem MEK- 
Inhibitor U0126 versetzt ist (60pM gelost in DMSO) , fur 

15 60h, bei 37 °C und 5% C0 2 -Konzentration, inkubiert. Als Kon- 
trolle werden infizierte MDCK-Zellen mit Zellkulturmedium 
inkubiert, welches mit der entsprechenden Menge an DMSO 
versetzt ist. Alle 12 Stunden nach der Infektion werden 
Proben des Mediumiiberstandes entnommen. Die jeweiligen 

20 Proben der Zellkulturuberstande werden nach iiblichen vi- 
rologischen Methoden auf die Menge an neu gebildeten in- 
fektiosen Viruspartikeln (Plaque-Assay auf MDCK-Zellen) 
hin untersucht. Im Ergebnis kann in einem solchen experi- 
mentellen Ansatz festgestellt werden, dafi es bei der ent- 

25 sprechenden Konzentration des MEK-Inhibitors U0126 im 
Zellkulturmedium zu einer signif ikanten Reduktion (ca, 
90%) der Anzahl von neu gebildeten, infektiosen Viruspar- 
tikeln, im Vergleich zum Kontrollansatz (Losungsmittelkon- 
trolle ohne MEK-Inhibitor U0126) kommt. Die makroskopische 

30 Untersuchung von MDCK Zellen, welche mit entsprechenden 
Konzentrationen an DMSO, bzw. in DMSO gelost em MEK- 
Inhibitor U0126 behandelt wurden, als auch eine Zytotoxi- 
zitatsuntersuchung mittels Propidiumjodidfarbung, zeigt, 
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da£ weder Losungsmittel noch Inhibitor einen signif ikanten 
zytotoxischen Effekt auf die Zellen haben. 

Beispiel 3: Spezifische Hemmung der Virusvermehrung bei 
5 dem zellularen MEKK-SEK- JNK-Signaltibertragungsweg 

Der Einfluss einer spezifischen Hemmung von SEK/MKK4 
wurde zunachst mit Hilfe der transienten Transfektion von 
MDCK-Zellen mit einer dominant negativen Mutante der 
Kinase SEK KD untersucht. Bei dieser Mutanten wurde ein 

10 Lysin-Aminosaurerest an Aminosaureposition 129 durch ge- 
zielte Mutagenese auf DNA-Ebene in einen Arginin- 
Aminosaurerest umgewandelt (Ludwig et al . Mol Cell Biol 
16,6687-6697 1996), eine Mutation, welche die ATP-Bindung 
der Kinase start und die Kinase somit inaktiv vorliegt. 

15 Diese Mutante wirkt bei Oberexpression in der Zelle domi- 
nant negativ uber den endogenen Wildtyp (Ludwig et al Mol 
Cell Biol 16,6687-6697 1996). Fur das Experiment wurden 
MDCK-Zellen mit dem Leervektor pEBG oder dem Expres- 
sionskonstrukt pEBG SEK KD (Ludwig et al.Mol Cell Biol 

20 16,6687-6697 1996) mit Hilfe des Transf ektionsreagenz 

Lipofectamine 2000 (Life Technologies) nach Standardmetho- 
den (Ludwig et al. J Biol Chem 276,10990-10998,2001) 
transf iziert. Die Transf ektionsef f izienzen lagen bei iiber 
60%. 24 Stunden nach Transfektion erfolgte eine Infektion 

25 mit dem Influenza A Virusstamm fowl plage virus 

A/Fpv/Bratislava/79 mit einer Multiplizitat der Infektion 
von 1 (M.0.I.=1). Weitere 24 Stunden nach Infektion wurden 
die Titer der neu gebildeten Viren im Zellkulturuberstand 
in Standard Plaque-Assays auf MDCK-Zellen UberprUft. 

30 Verglichen wurden die Virustiter von Influenza A Virus- 
infizierten MDCK-Zellen, welche entweder mit dem Leervek- 
tor oder einem Konstrukt, welches die dominant negative 
Form von SEK exprimierte, inf iziert worden waren. 
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Desweiteren wurden mit Hilfe retroviraler Transduktion 
MDCK-Zelllinien hergestellt, welche stabil entweder SEK KD 
oder eine SEK antisense-RNA exprimierten, Eine Uberexpres- 
sion der dominant negativen Kinase SEK KD hemmt kompetitiv 
5 den endogenen Wildtyp, wahrend durch Bildung einer zur 
SEK/MKK4 Boten-RNA komplementaren RNA-Spezies (antisense 
RNA) die Synthese von endogener SEK/MKK4 inhibiert wird. 
Zur Generierung dieser stabilen MDCK-Zellinen wurde die 
cDNA fur SEK KD sowohl in sense- als auch in antisense- 

10 Orientierung in den retroviralen Expressionsvektor pCFGS 
IEGZ (Kuss et al. Eur J Immunol 29,3077-3088, 1999) 
einkloniert. Neben der Boten-RNA fUr SEK KD bzw. der an- 
tisense RNA, kodiert die Vektor-DNA weiterhin fur die 
Boten-RNA des "green fluorescent protein'' (GFP) , welches 

15 wahrend der Proteinsynthese ausgehend von einer internen 
Ribosomenbindestelle exprimiert wird. Dies erlaubt die 
Identifizierung stabil transduzierter Zellen in der 
Durchflusszytometrie. Daruber hinaus vermittelt der Vektor 
eine Resistenz gegen das Antibiotikum Zeocin. Die Expres- 

2 0 sionskonstrukte fur SEK KD und SEK- antisense RNA sowie der 
Leervektor wurden mit Hilfe der Calciumphosphatprezipita- 
tionsmethode in die virusproduzierende Zelline 0NX (Grig- 
nani et al. Cancer Res 58,14-19,1998) transf iziert . Die 
Transfektionsef f izienz wurde nach 24 Stunden anhand der 

25 GFP-Expression kontrolliert und befand sich in einer 

Groftenordnung von 70-80%. Die Zellen wurden darauf hin fur 
ca. zwei Wochen mit lmg/ml Zeocin im Medium selektioniert . 
Zur Infektion von MDCK-Zellen mit den rekombinanten 
Retroviren wurden die retrovirushaltigen MediumUberstande 

30 der virusproduzierenden Zellinien filtriert, mit 5 jig/ml 
Polybrene ( Sigma -Aldrich, Taufkirchen b. Munchen, 
Deutschland) versetzt und auf frische MDCK-Zellen gegeben. 
Die Infektion erfolgte wahrend zweimal 3-stundiger 
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Zentrifugation (lOOOxg) an zwei aufeinander folgenden 
Tagen. Stabil transduzierte MDCK-Zellen wurden 24 Stunden 
nach Infektion fur zwei weitere Wochen mit 400-600 jig/ml 
Zeozin im Mediumiiberstand selektioniert . Nach der so er- 
5 folgten Generierung der stabilen Zellinien wurden sowohl 
diese als auch Wildtyp-MDCK-Zellen mit Influenza A Virus 
infiziert und die Virustiter von SEK KD und SEK antisense- 
Linien wie oben beschrieben im Vergleich zum Titer aus dem 
Oberstand von Wildtyp-MDCK-Zellen bestimmt. Folgende Er- 

10 gebnisse wurden erhalten. Der Vergleich der Virustiter von 
Influenza A Virus-inf izierten MDCK-Zellen, welche zuvor 
entweder mit dem Leervektor oder einem Konstrukt, das die 
dominant negative Form von SEK exprimierte, transfiziert 
worden sind, zeigte, dass in SEK KD exprimierenden Zellen 

15 die Vermehrung der Viren nach 24 Stunden zu mehr als 90% 
gehemmt war. Dieses Ergebnis war in mehreren unabhangigen 
Ansatzen reproduzierbar . Zur weiteren Untersuchung wurden 
mit Hilfe retroviraler Transduktion MDCK-Zelllinien herg- 
estellt, welche stabil entweder SEK KD oder eine SEK an- 

20 tisense RNA exprimierten (siehe oben) . In dem einen Fall 
wird die SEK/MKK4-Akti- vitat durch Kompetition gehemmt, 
im anderen Falle erfolgt Expressionshemmung der Kinase. 
Auch in diesen Zelllinien waren die Virustiter 24 Stunden 
nach Infektion mit zwei verschiedenen Influenza A- 

25 Virusstammen (FPV und WSN-HK) im Vergleich zu Wildtyp- 
Zellen stark reduziert, was belegt, dass die Blockierung 
des virus-aktivierten Signalubertragungsweges auf der 
Ebene von SEK eine entscheidenden Effekt auf die Virusver- 
mehrung hat. Diese Befunde zeigen, dass die spezifische 

30 Inhibition der Ubergeordneten SEK Kinase innerhalb des 

zellularen MEKK/SEK/ JNK-Signalubertragungsweges die Virus- 
vermehrung hemmt, und zwar mindestens so effektiv wie der 
Kinaseinhibitor U0126, von welchem bekannt ist, dass er 
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durch Hemmung von MEK die Signaltibertragung Uber Raf-MEK- 
ERK inhibiert. Daruber hinaus zeigt die Moglichkeit, SEK 
KD und SEK antisense RNA iiberproduzierende Zellinien zu 
erzeugen, welche in Bezug auf ihre Morphologie und ihr 
5 Wachstumsverhalten nicht von Vektor-Zellen oder Wildtyp- 
MDCK-Zellen zu unterscheiden sind, dass die spezifische 
Hemmung von Funktion oder Expression dieser Kinase nicht 
toxisch fur die Wirtszelle ist. 

10 Beispiel 4: Kombination zweier Wirksubstanzen zur Hemmung 
der Virusvermehrung bei dem zellularen Raf/MEK/ERK- 
Signalubertragungsweg 

Der spezifische Effekt der Inhibition zweier Kinasen 
innnerhalb eines zellularen Signaliibertragungsweges, die 

15 unmittelbar nacheinander aktivierbar sind, auf die Influ- 
enza Virus-Vermehrung, wurde am Beispiel des Raf/MEK/ERK- 
Signalubertragungsweges untersucht. Hierzu wurde mit Hilfe 
der transienten Transfektion zum einen eine dominant nega- 
tive Mutante der Kinase Raf (RafC4B) und zum anderen domi- 

20 nant negative Mutanten der Kinase ERK2 (ERK2C3, ERK2B3) 
zur Hemmung der jeweiligen Wildtyp Kinase in MDCK-Zellen 
eingebracht und tiberexprimiert . RafC4B ist eine Dele- 
tionsmutante von Raf, der die Kinasedomane fehlt (Bruder 
et al Genes Dev 6:545-556, 1992,). Damit wird das ak- 

25 tiviernde Signal auf der Ebene von Raf unterbrochen. 

ERK2B3 ist eine Punktmutante der Kinase ERK2, bei der ein 
konserviertes Lysin in der ATP-Bindestelle an Aminosaure- 
position 52 des Proteins durch gezielte Mutagenese auf 
DNA-Ebene gegen eine Arginin-Aminosaurerest umgewandelt 

30 ist, eine Mutation, welche die ATP-Bindung der Kinase 

stort und die Kinase somit inaktiv vorliegt (Robbins et al 
J Biol Chem 268:5097-5106, 1993). Bei ERK2C3 wurde ein 
Tyrosin-Aminosaurerest an Position 185 des Proteins im 
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Sequenzmotiv Threonin-Glutaminsaure-Tyrosin, welches im 
Zuge der Aktivierung der Kinase phosphoryliert wird, in 
Phenylalanin umgewandelt, wodurch die Kinase nicht mehr 
aktiviert werden kann (Robbins et al J Biol Chem 
5 268:5097-5106, 1993). ERK2C3 wirkt daher bei ttberexpres- 
sion entsprechend kompetitiv heirimend auf den endogenen 
Wildtyp. Fur das Experiment wurden MDCK-Zellen mit dem 
Leervektor KRSPA oder mit den Expressionskonstrukten KRSPA 
RafC4B, KRSPA ERK2B3 oder KRSPA ERK2C3 mit Hilfe des 

10 Transfektionsreagenz Lipof ectamine 2000 (Life 

Technologies /In vi trogen, Karlsruhe, Deutschland) nach 
Standardmethoden (Ludwig et al. J Biol Chem 
276,10990-10998,2001) transf iziert . Die Transf ektionsef- 
fizienzen lagen bei iiber 60%. 24 Stunden nach der Trans- 

15 fektion wurden bei einem Teil der Ansatze die Zellen zur 
zusatzlichen Hemmung von MEK in dem Signaliibertragungsweg 
mit 30pM U012 6, wie bereits vorangehend beschrieben, be- 
handelt (Pleschka et al. Nat. Cell Biol. 3, 301-305, 
2001) . Danach erfolgte bei alien Ansatzen Infektion mit 

20 dem Influenza A Virusstamm fowl plage virus 

A/Fpv/Bratislava/79 (H7N7) mit einer Multiplizitat der 
Infektion von 1 (M.O.I.KL) . Weitere 9 Stunden bzw. 24 
Stunden nach der Infektion wurden die Titer der neu ge- 
bildeten Viren im Zellkulturuberstand in Standard Plaque- 

25 Assays auf MDCK-Zellen hin iiberprttft. Verglichen wurden 
die Virustiter von: 1. infizierten MDCK-Zellen, welche mit 
dem Leervektor transf iziert waren, 2. infizierten MDCK- 
Zellen, welche entweder mit RafC4B, ERK2B3 oder ERK2C3 
transf iziert waren, 3. infizierten MDCK-Zellen, welche mit 

30 dem Leervektor transf iziert und zus&tzlich U012 6 behandelt 
waren und 4. infizierten MDCK-Zellen, welche entweder mit 
RafC4B, ERK2B3 und ERK2C3 transfiziert und zusatzlich 
U0126 behandelt waren. Die folgenden Ergebnisse wurden 
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erhalten. Der Vergleich der Virustiter von Influenza A 
Virus-infizierten MDCK-Zellen, welche zuvor entweder mit 
dem Leervektor oder Konstrukten, welche dominant negative 
Formen von RafC4B, ERK2B3 oder ERK2C3 exprimierten, trans- 
5 fiziert worden waren, zeigte, dass in Zellen, welche die 
Kinasemutanten exprimierten, die Verrnehrung der Viren nach 
9 Stunden und 24 Stunden signifikant gehemmt war. Das 
gleiche gilt fur die Virusvermehrung in Zellen, welche mit 
Leervektor transfiziert und mit U012 6 behandelt wurden im 

10 Vergleich zu nicht U0126 behandelten Zellen. Wird in Zel- 
len, in welchen Raf oder ERK durch Uberexpression von 
RafC4B bzw. ERK2B3 oder ERK2C3 gehemmt wurde, erfindungs- 
gemafi zusatzlich die Kinase MEK als zweite Kinase inner- 
halb des Signalubertragungsweges gehemmt, findet man eine 

15 verstarkte Hemmung der Virusvermehrung im Vergleich zu den 
Ansatzen, die keine zusatzliche Hemmung der Kinase MEK 
durch U0126 erfahren haben. Dies zeigt, dass die Hemmung 
zweier Kinasen innerhalb eines Signalubertragungsweges die 
Virusvermehrung in starkerem Mafte inhibiert, als dies 

20 durch Hemmung nur einer Kinase innerhalb des Signaluber- 
tragungsweges moglich ist. 

Beispiel 5; Spezifische Hemmung der Virusvermehrung bei 
dem zellularen Raf /MEK/ERK-Signalubertragungsweg 

25 Der spezifische Effekt der Inhibition von Kinasen 

innnerhalb eines zellularen Signalubertragungsweges, auf 
die Influenza Virus-Vermehrung, wurde am Beispiel des 
Raf /MEK/ERK-SignalUbertragungsweges untersucht . Hierzu 
wurde mit Hilfe der transienten Transfektion zum einen 

30 eine dominant negative Mutante der Kinase Raf (RafC4B) und 
zum anderen dominant negative Mutanten der Kinase ERK2 
(ERK2C3, ERK2B3) (s. o.) zur Hemmung der jeweiligen 
Wildtyp Kinase in MDCK-Zellen eingebracht und 
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uberexprimiert. Fur das Experiment wurden MDCK-Zellen mit 
dem Leervektor KRSPA oder mit den Expressionskonstrukten 
KRSPA RafC4B, KRSPA ERK2B3 oder KRSPA ERK2C3 mit Hilfe des 
Transfektionsreagenz Lipof ectamine 2000 (Life 
5 Technologies/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) nach 
Standardmethoden (Ludwig et al. J Biol Chem 
276,10990-10998,2001) transf iziert . Die Transf ektionsef- 
fizienzen lagen bei ttber 60%. Nach 24 Stunden erfolgte bei 
alien Ansatzen Infektion mit dem Influenza A Virusstamm 

10 fowl page virus A/Fpv/Bratislava/79 (H7N7) mit einer Mul- 
tiplizitat der Infektion von 1 (M.0.I.=1). Weitere 9-24 
Stunden nach der Infektion wurden die Titer der neu ge- 
bildeten Viren im Zellkulturuberstand in Standard Plaque- 
Assays auf MDCK-Zellen hin uberpruft. Verglichen wurden 

15 die Virustiter von: 5. infizierten MDCK-Zellen, welche mit 
dem Leervektor transf iziert waren, 6. infizierten MDCK- 
Zellen, welche entweder mit RafC4B, ERK2B3 oder ERK2C3 
transfiziert waren. Die folgenden Ergebnisse wurden erhal- 
ten. Der Vergleich der Virustiter von Influenza A Virus- 

20 infizierten MDCK-Zellen, welche zuvor entweder mit dem 

Leervektor oder Konstrukten, welche dominant negative For- 
men von RafC4B, ERK2B3 oder ERK2C3 exprimierten, trans- 
fiziert worden waren, zeigte, dass in Zellen, welche die 
Kinasemutanten exprimierten, die Vermehrung der Viren sig- 

25 nifikant gehemmt war. Dies zeigt, dass die Hemmung ver- 
schiedener Kinasen innerhalb eines Signaliibertragungsweges 
die Ansatzpunkte zur Inhibition der Virusvermehrung dar- 
stellen konnen. 

30 Beispiel 6: Kombination zweier Wirksubstanzen zur Hemmung 
der Virusvermehrung bei dem zellularen MKK6/p38/3pK- 
Signalilbertragungsweg 
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Die spezifische Wirkung der Inhibition zweier 
Kinasen innnerhalb eines zellularen Signalubertragung- 
sweges, die uninittelbar nacheinander aktivierbar sind, auf 
die Influenza Virus-Vermehrung wurde ferner am Beispiel 
5 des zellularen MKK6/p38/3pK-SignalUbertragungsweges unter- 
sucht. Hierzu wurde mit Hilfe der transienten Transfektion 
zum einen eine dominant negative Mutante der Kinase MKK6 
(MKK6 (Ala) ) und zum anderen eine dominant negative Formen 
der Kinase 3pK (3pK K>M) , ein Kinasesubstrat der p38 MAP- 

10 Kinase, zur Hemmung der jeweiligen Wildtyp-Kinase in MDCK- 
Zellen eingebracht und fiberexprimiert . 3pK K>M ist eine 
Punktmutante der Kinase 3pK, bei der ein konserviertes 
Lysin in der ATP-Bindestelle an Aminosaureposition 73 des 
Proteins durch gezielte Mutagenese auf DNA-Ebene gegen ein 

15 Methionin umgewandelt wurde (Sithanandam et al . Mol Cell 
Biol 16:868-876,1996), eine Mutation, welche die ATP- 
Bindung der Kinase stGrt und die Kinase somit inaktiv vor- 
liegt. Bei MKK6 (Ala) wurde entsprechend das Lysin in der 
ATP-Bindestelle an Aminosaureposition 82 des Proteins 

20 durch gezielte Mutagenese auf DNA-Ebene in ein Alanin um- 
gewandelt (Raingeaud et al Mol Cell Biol 16:1247-1255, 
1996). Durch diese Inaktivierung wirkt MKK6 (Ala) bei t)ber- 
expression kompetitiv hemmend auf den endogenen Wildtyp. 
Fur das Experiment wurden MDCK-Zellen mit dem Leervektor 

25 KRSPA oder mit den Expressionskonstrukten KRSPA MKK6 (Ala) 
oder 3pK K>M mit Hilfe des Transf ektionsreagenz Lipofec- 
tamine 2000 (Life Technologies) nach Standardmethoden 
(Ludwig et al. J Biol Chem 276,10990-10998,2001) trans- 
fiziert. Die Transf ektionsef f izienzen lagen bei liber 60%. 

30 24 Stunden nach Transfektion wurden bei einem Teil der 
Ansatze die Zellen zur zusatzlichen Hemmung der Kinase in 
dem Signalubertragungsweg mit 20yM SB202190, einem spezi- 
fischen Inhibitor der p38 MAP-Kinase (Cohen Trends Cell 
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Biol 7:353-361, 1997) behandelt. Danach erfolgte bei alien 
Ansatzen Infektion mit dem Influenza A-Virusstamm fowl 
plage virus A/Fpv/Bratislava/79 mit einer Multiplizitat 
der Infektion von 1 (M.0.I.=1). Weitere 9 Stunden bzw. 24 
5 Stunden nach Infektion wurden die Titer der neu gebildeten 
Viren im Zellkulturttberstand in Standard Plaque-Assays auf 
MDCK-Zellen hin uberpruft. Verglichen wurde die Virustiter 
von: 1. infizierten MDCK-Zellen, welche mit dem Leervektor 
transfiziert waren, 2. infizierten MDCK-Zellen, welche 

10 entweder mit MKK6 (Ala) Oder 3pK K>M transfiziert waren, 3. 
infizierten MDCK-Zellen, welche mit dem Leervektor trans- 
fiziert und zusatzlich SB202190 behandelt waren und 4. 
infizierten MDCK-Zellen, welche entweder mit MKK6 (Ala) 
oder 3pK K>M transfiziert und zusatzlich mit SB202190 be- 

15 handelt worden waren. Die folgenden Ergebnisse wurden er- 
halten. Der Vergleich der Virustiter von Influenza A 
Virus-infizierten MDCK-Zellen, welche zuvor entweder mit 
dem Leervektor oder mit Konstrukten, welche dominant nega- 
tive Formen von MKK6 oder 3pK exprimierten, transfiziert 

20 worden waren, zeigte, dass in Zellen, welche diese Kinase- 
mutanten exprimierten, die Vermehrung der Viren nach 9 
Stunden und 24 Stunden signifikant gehemmt war. Das 
gleiche gilt fur die Virusvermehrung in Zellen, welche mit 
Leervektor transfiziert und mit SB202190 behandelt wurden 

25 im Vergleich zu nicht SB202190 behandelten Zellen. Wird in 
Zellen, in welchen MKK6 oder 3pK durch Itoerexpression von 
MKK6 (Ala) oder 3pK K>M gehemmt wurde, erf indungsgemafl 
zusatzlich die Kinase p38 als zweite Kinase innerhalb des 
SignalUbertragungsweges gehemmt, findet man eine ver- 

30 starkte Hemmung der Virusvermehrung im Vergleich zu den 
Ansatzen, die keine zusatzliche Hemmung der Kinase p38 
durch SB202190 erfahren haben. Dies zeigt, dass die Hem- 
mung zweier Kinasen innerhalb eines zellularen 
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Signaliibertragungsweges die Virus vermehrung in starkerem 
Mafie inhibiert, als dies durch Hemmung nur einer Kinase 
innerhalb des SignalUbertragungsweges moglich ist. 

5 Beispiel 7: Wirkung der Kombination von Amantadin und U 
0126 auf die Influenza Virus Infektion 

Von Scholtissek und Muller (Arch. Virol. 
119:111-118,1991) wurde gezeigt, dass die Behandlung von 
Influenza infizierten Zellen mit einer Kombination eines 

10 Methylierungs-hemmers ( 3-Deaza-adenosin) und eines breit 
wirkenden toxischen Kinase-Hemmers ( 1- (5-Isoquino-Line- 
sulphonyl)- 2-Methylpiperazin = H7) die Wirkung der beiden 
einzelnen Inhibitoren potenziert. Geprtift wurde, ob die 
Kombination einer erf indungsgemafien Wirksubstanz mit einer 

15 antiviralen Substanz, welche eine virale Komponente hemmt 
und kein Kinasehemmer ist, eine synergistische antivirale 
Wirksamkeit aufweist. Permissive MDCK-Zellen wurden mit 
Multiplizitat der Infektion (MOI) von 0,01 mit Influenza A 
Viren (A/FPV/Bratislava (H7N7) und A/WSN-HK (H3N1) ) und 

20 Influenza B Viren/Massachusetts/ 6/92 (B/Mass) infiziert. 
Die infizierten Zellen wurden wie folgt behandelt: 1) un- 
behandelt (far FPV, WSN-HK und B/ Mass), 2) U 0126 in op- 
timal antiviral wirkenden Konzentrationen (Pleschka et al 
Nature Cell Biol 3: 301-305,2001) (fur FPV, WSN-HK und B/ 

25 Mass), 3) Amantadine in optimal antiviral wirkenden 

Konzentrationen (Hay et al EMBOJ 11: 3021-3024,1985) (fur 
FPV), 4) Kombinationen von Amantadine und U012 6 (fiir FPV). 
Von Amantadine ist bekannt, i) dass es in pharmakologisch 
sinnvollen (mikromolaren) Konzentrationen nur bei Influ- 

30 enza A Infektionen, nicht jedoch bei Influenza B Infek- 
tionen wirkt (Davies et al Science 144: 862-863,1964), ii) 
dass es nicht bei alien Influenza Viren des Subtyps A 
wirkt, z.B. nicht bei A/WSN/33 (Thomas et al J.Virol. 
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252,54-64,1998) oder bei A/Puerto Rico/8/34 (Castrucci et 
al J.Virol 69:2725-8,1995), iii) dass es sensitive Influ- 
enza A Viren anfanglich stark hemmt, nachfolgend zur 
Bildung von resistenten Virusvarianten fuhrt (Hay et al 
5 EMBO J. 11: 3021 -3024,1985). 48 Stunden nach der Infek- 
tion wurde der Titer an infektiosen Viruspartikeln im 
Zellkulturiiberstand bestimmt. Die Oberstande von unbehan- 
delten und von mit Amantadine und/oder mit U012 6 behandel- 
ten Zellen wurden 1: 1000 verdunnt (die Oberstande von 

10 Influenza A/WSN-HK und Influenza B Virus infizierten Zel- 
len, die mit U0126 behandelt worden waren, wurden 1:100 
verdunnt) und erneut zur Infektion von frischen Zellen 
benutzt. Diese Inf ektionsrunden wurden zweimal wiederholt. 
Folgendes Ergebnis wurde erzielt: i) schon nach der 

15 zweiten Inf ektionsrunde waren bei Behandlung mit optimalen 
Konzentrationen von U012 6 eine deutliche Verminderung der 
Influenza-Virus-Partikel zu verzeichnen, die bei einem 
Versuch soweit ging, dass nicht mehr geniigend infektiose 
Influenza A/WSN-HK oder Influenza B Virus Partikel 

20 vorhanden waren, urn eine dritte Inf ektionsrunde zu er- 
moglichen, ii) der Influenza A /FPV VirusTiter blieb bei 
Behandlung mit einer optimalen Konzentration von U012 6 
gleichbleibend niedrig, obwohl sich dieser Virussubtyp 
wesentlich starker in Zellkultur vermehrt als beispiels- 

25 weise Influenza A/WSN-HK, iii) der Titer des Amantadine- 
sensitiven Influenza A/FPV Virus nach Zugabe von Amantadin 
abfiel und nachfolgend wieder anstieg, was auf die Bildung 
resistenter Virusvarianten hinweist, iv) der Titer des 
nicht Amantadine -resistenten Influenza A/WSN_HK Virus 

30 trotz der Amantadine-Behandlung anstieg, was bestatigt, 
dass nicht alle Influenza A Viren auf Amantadine reag- 
ieren, v) die Behandlung mit Amantadine und einer optimal 
antiviral wirkenden Konzentration von U012 6 bei FPV zu 
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einer verstarkten Hemmung der Virusvermehrung fuhrt. Die 
Ergebnisse zeigen somit, die uberlegene antivirale Wirkung 
eines erf indungsgemaflen Wirkstoffes, welcher sowohl gegen 
verschiedene Influenza A Viren (welche teilweise Amantadin 
5 Resistent sind) als auch gegen Influenza B Viren (welche 
Amantadin resistent sind) wirkt, wobei keine Resistenz- 
bildung weder bei Influenza A Viren noch bei Influenza B 
Viren beobachtet wurde, und der eine synergistische 
Wirkung in der Kombination eines erf indungsgemaften 
10 Wirkstoffes mit einem antiviral wirkendem Wirkstoff, der 
kein Kinaseinhibitor ist auf Influenza A Viren zeigt. 

Beispiel 8: Resistenzbildung 

Dieses Beispiel zeigt, dafi unter der Wirkung des 

15 MEK-Inhibitors U0126 bei mehrfacher Passagierung keine 
resistente Varianten von Influenza A und B Viren bilden. 
Fur die Vermehrung von Influenza A und B Viren werden per- 
missive, eukaryontische Zellkulturen (Madine darby canine 
kidney (MDCK) -Zellen) , in parallelen Ansatzen mit gleicher 

20 Zellzahl, nach allgemein ublichen Methoden fur die Zell- 
kultur, mit einer physiologischen Salzlosung gewaschen und 
mit einer Menge des infektiosen Influenza A Virusstammes 
fowl plage virus A/Fpv/Bratislava/79 (H7N7) bzw. des in- 
fektiosem Influenza B Virusstammes Massachusetts/6/93, in 

25 einem Verhaltnis von 0,01 infektiose Viruspartikel pro 
Zelle fur eine Stunde bei Raumtemperatur, infiziert. Nach 
der Infektion wird das Inokulum entfernt und die infizier- 
ten Zellen in geeignetem Zellkulturmedium, welches mit dem 
MEK-Inhibitor U0126 versetzt sind (50pM gelOst in DMSO) , 

30 fur 4 8h, bei 37 °C und 5% C0 2 -Konzentration, inkubiert. Als 
Losungsmittelkontrolle werden infizierte MDCK-Zellen mit 
Zellkulturmedium inkubiert, welches mit der entsprechenden 
Mengen an DMSO versetzt ist. FUr die Influenza B 
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Virusinfektion enthalt das Zellkulturmedium 2|ig/ml Tryp- 
sin. FUr die Influenza A Virusinfektion wurde der 
Zelluberstand nach 4 8 Stunden geerntet. Ftir die Influenza 
B Virusinfektion wurde 48 Stunden nach der Infektion die 
5 gleiche Menge an Inhibitor bzw. Losungsmittel erneut 

zugegeben. Der Zellttberstand wurde nach weiteren 24 Stun- 
den geerntet. 0,1 ml einer 10-2 Verdunnung (Influenza B 
Virus) bzw. eine 10-3 Verdunnung (Influenza A Virus) der 
Zelluberstande wurde zur Infektion von frischen MDCK- 

10 Zellen benutzt (Passage) . Das Protokoll wurde vier mal 
wiederholt und nach jedem Durchgang der Virustiter be- 
stimmt. Die Proben der jeweiligen Zellkulturuberstande 
werden nach ublichen virologischen Methoden auf die Menge 
an neu gebildeten infektiosen Viruspartikeln (Plaque-Assay 

15 auf MDCK-Zellen) hin untersucht. In einer zusatzlichen 
Kontrolle wurden FPV infizierte MDCK-Zellen mit Amantadin 
(5pM, Zelluberstande wurden 48 Stunden nach der Infektion 
geerntet und 0,1ml einer 10-3 Verdunnung zur Passagierung 
verwendet) behandelt, welches die Vermehrung von einigen 

20 Influenza A Viren signifikant hemmt, da es die Ionenka- 
nalaktivitat des M2-Proteins hemmt. Zu Amantadine wird auf 
das Beispiel 7 verwiesen. Im Ergebnis. kann in einem sol- 
chen experimentellen Ansatz festgestellt werden, dafi es 
bei der entsprechenden Konzentration des MEK- Inhibitors 

25 U0126 im Zellkulturmedium zu einer signif ikanten und kon- 
stanten Reduktion (ca. 80%) der Anzahl von neu gebildeten, 
infektiosen -Influenza A Viruspartikeln, im Vergleich zur 
Losungsmittelkontrolle ohne MEK-Inhibitor U012 6 kommt, 
ohne das sich resistente Virusvarianten bilden, welche zu 

30 einem Anstieg des Virustiters fiihren wiirden, wie es im 

Fall der Amantadinbehandlung deutlich zu erkennen ist. Des 
weiteren erkennt man, dafi es ebenfalls zu einer signifi- 
kanten und konstanten Reduktion (ca. 90%) der Anzahl von 
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neu gebildeten, infektiosen Influenza B Viruspartikeln, im 
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle ohne MEK-Inhibitor 
U012 6 kommt ohne das sich resistente Virusvarianten 
bilden, welche zu einem Anstieg des Virustiters fiihren 
5 wiirden. 

Beispiel 9: Negativkontrolle 

Dieses Beispiel zeigt, da!3 unter der Wirkung der 
transienten Expression konstitutiv aktiver Formen der 

10 Kinasen Raf (Raf BXB, Deletionsmutante, die nur noch die 
Kinasedomane enthait, beschreiben in: Flory, E,, Weber, C. 
K., Chen, P., Hoffmeyer, A. , Jassoy, C. & Rapp, U. R. 
(1998) J. Virol. 72, 2788-2794) und MEK (delta Stu MEK, 
entstand durch Stu vermittelte Deletion einer inhibitori- 

15 schen alpha-Helix, beschreiben in: Apoptosis suppression 
by Raf-1 and MEK1 requires MEK- and phosphatidylinositol 
3-kinase-dependent signals. von Gise A, Lorenz P, Wellbrock 
C, Hemmings B, Berberich-Siebelt F, Rapp UR, Troppmair J. 
Mol Cell Biol 2001 Apr; 21 (7) : 2324-36) in MDCK-Zellen die 

20 Vermehrung von Influenza A Virus signifikant gesteigert 
wird. FUr die Vermehrung von Influenza A Viren werden per- 
missive, eukaryontische Zellkulturen MDCK-Zellen, in par- 
allelen Ansatzen mit gleicher Zellzahl, nach allgemein 
ublichen Methoden fur die Zellkultur, mit Plasmid-DNA der 

25 entsprechenden Expressionsplasmide transfiziert bzw. der 
Vektorkontrolle (s. o) , Die Transf ektionsef f izienzen lagen 
hierbei ca. 80%. 24 Stunden nach der Transf ektion werden 
die Zellen nach allgemein ublichen Methoden fur die 
Zellkultur, mit einer physiologischen Salzlosung gewaschen 

30 und mit einer Menge des infektiosen Influenza A Virus- 
stammes fowl plage virus A/Fpv/Bratislava/79 (H7N7), in 
einem Verhaltnis von 1-10 infektiose Viruspartikel pro 
Zelle fur eine Stunde bei Raumtemperatur, infiziert. 
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AnschlieJiend wird das Inokulum durch geeignetes Zellkul- 
turmedium ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde die Zahl 
neugebildeter infektioser Viruspartikel durch Plaque Assay 
bestimmt (s. 0.). Im Ergebnis kann in einem solchen ex- 
5 perimentellen Ansatz festgestellt werden, daft die Zahl 
neugebildeter, infektioser Viruspartikel von MDCK-Zellen, 
die vor der Virusinf ektion mit den entsprechenden Expres- 
sionplasmiden transfiziert wurden waren, im Vergleich zu 
MDCK-Zellen, die vor der Virusinf ektion nur mit der Vek- 
10 torkontrolle transfiziert wurden waren, fur Influenza A 
Viren signifikant ansteigt. 



30 
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Patentanspriiche 

1) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Prophylaxe 

5 und/oder Therapie von mindestens einer Viruserkrankung, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Wirksubstanz (en) 
entweder mindestens zwei Kinasen oder mindestens eine 
SEK Kinase eines zellularen Signaliibertragungsweges der- 
art hemmen, dass eine Virusvermehrung gehemmt wird. 

10 

2) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kinasen des zel- 
lularen Signaliibertragungsweges unmittelbar nacheinander 
aktivierbar sind. 

15 

3) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach Anspruch 1 
Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Kinasen bzw. 
die SEK Kinase des zellularen Signaliibertragungsweges 
aus nachfolgenden Signalubertragungswegen ausgewahlt 

20 sind bzw. ist: MEKK2, -3/MEK5/ERK5; Raf/MEK/ERK; 

MEKK/SEK/JNK; JAK1, JAK2, JAK3, TYK2 und/oder Hetero- 

und Homodimere von JAK1, -2,-3, TYK2; ASK/MKK3, -6/p38; 

ASK/MKK4,-7/JNK; MEKK4/MKK4, -7; DLK/MKK4, - 7; 

Tpl-2/MKK4,-7; Tpl-2/MEK5/ERK5; MLK-3/ MKK3,-6; MLK- 3 / 
25 MKK4,-7; TAK/NIK/IKK; TAK/MKK3, -6; TAK/MKK4, -7; 

PAK/MKK3,-6; PAK/IKK/ Cot, Tpl-2/IKK; PKC/IKK; PKB/IKK; 

PKC/Raf; PAK/Raf; Lck/Raf; MEKKs/lKK; PI3K/PDK1/PKB; 

JAK/TYK/ PLC gamma; und/oder MAP Kinasen/MAPKAP-Kinasen, 

beispielsweise ERK/3pK, ERK/Rskp90, p38/MAPKAP-Kinasen 
30 und/oder p38/3pK. 

4) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach einem der 
Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
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15 



20 



25 



30 



all IT T en) nachfol ^ nd - ^irksubstanzen aus _ 
gewahlt lst bzw. sind: Kinase-inhibierendes Flavon- 

ZZlt ° de \ Ben ™~^ Kinase-inhibierendes 
Deravat des 4H-l-Benzopyran; Flavopiridolderivat • 

7 2 l 2 T, ln r 3 " methOXYPhenyl, " 4 -° XO - 4H - (1) ^-oPyran; 
lOnT hydr °" lnd0l ° (3 ' 2 ->"> Benzazepin-6(5H)-on; 
70H-Staurosporin und/oder ein Phosphokinase-inhibier- 
endes Derivat des VOH-Staurosporin; Butyrolacton; 
Roscoyitine; Purvalanol A; Emodin; Anilinoquin-azolin; 
Phenylammopyrimidin; Trioylimidazol; Paullon- 
[4- (4-Fluorophenyl, -2- (4 -methyl sulf inyl P nenyl,'- 5 - ( 4 - pyri 
dyDlH-xmidazol; U , 4-Diamino- 2 , 3 -dicyano-l, 4-bis 
(2aminophenylthio> butadien; Kinase-inhibierendes Deri- 
vat des Butadien; [2 - 2 < -Amino-3' -methoxyphenyl, -oxa- 
naphtalen-4-on, ; [2 - <2-Chlor-4- jo d-phenylamino) -N-cyclo- 
propyl me thoxy-3,4-difluor benzaraid; CEP-1347 (KT7515, 
bxs-ethylthiomethyl; Tetrapyrrolisches Makrocyclen- 
Pyrimidonderivat; 3-Aminomethylen-indolin-Derivat • ' 
Pyrazolo ( 3/ 4-b) pyridin-Derivat; Pyrazol-Derivat; 
1,4-substituiertes Piperidinderivat; lipoides Am.oniuia- 
sa z; dominant negative Mutante einer Kinase eines zel- 
lularen SignalUbertragungsweges; Antisense-Oligonukleo- 
tid, welches sich spezifi sc h an die DNA-Sequenz oder 
-NA-Seguenz kodierend fflr eine Kinase eines zellularen 
Signalubertragungsweges anlagert and deren Transition 
bzw Translation hemmt; dsOligonukleotide, die geeignet 
sxnd zur geziehlten Degradierung der mRNAs von Kinasen 
eines zellularen Signalubertragungsweges durch RNAi- 
Technologie; Antikorper oder Antikorperf ragment, spezi- 
fisch fur eine Kinase oder ein Fusionsprotein, enthal- 
tend mindestens ein Antikdrperfragment, beispielsweise 
em Fv-Fragment, das die Kinaseaktivitat eines Kinase- 
moduls hemmt; und/oder Peptid, das die Interaktion von 
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mindestens zwei, vorzugsweise unmittelbar nacheinander 
aktivierbarer, Kinasen eines zellularen Signalubertra- 
gungsweges hemmt. 

5 5) Verwendung mindestens einer Wirksubstanz nach einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Vi- 
ruserkrankung durch RNA- oder DNA-Viren, vorzugsweise 
Inf luenza-Viren, hervorgeruf en wird. 

10 6) Kombinationspraparat zur Prophylaxe und/oder Therapie 

von mindestens einer Viruserkrankung, enthaltend mindes- 
tens zwei Wirksubstanzen, welche entweder auf mindestens 
zwei Kinasen eines zellularen Signaltibertragungsweges 
derart einwirken, dass eine Virusvermehrung im wesentli- 

15 chen gehemmt wird oder eine SEK-Kinase im wesentlichen 
hemmen, vorzugsweise ausgewahlt aus den Wirksubstanzen 
gemaJi Anspruch 3, wobei das Kombinationspraparat in Form 
eines Gemisches oder als einzelne Komponenten zur 
gleichzeitigen oder zeitlich unterschiedlichen Anwendung 

20 an gleichen oder unterschiedlichen Orten anwendbar ist. 

7) Kombinationspraparat zur Prophylaxe und/oder Therapie 
von mindestens einer Viruserkrankung, enthaltend mindes- 
tens eine Wirksubstanz gemafl einem der Anspruche l)-6) 

25 und mindestens eine antiviral wirkende Substanz, die 
kein Kinaseinhibitor ist. 

8) Kombinationspraparat nach Anspruch 7) bei welchem die 
antiviral wirkende Substanz, welche kein Kinaseinhibitor 

30 ist , 1 -Adamant anamin, Rimantadine, ein Neuraminidasein- 
hibitor oder ein Nukleosidanalogon wie Ribavirin ist. 
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9) Wirkstoff oder Kombinationspraeparat nach einem der An- 
spruche l)-8) fur die Prophyllaxe und/oder Therapie 
einer Infektion mit Negativstrang-RNA Viren, im beson- 
deren Influenza Viren oder Bornaviren 

5 

10) Testsystem zum Auffinden von Wirksubstanzen, welche 
entweder auf mindestens zwei Kinasen oder auf eine SEK 
Kinase eines zellularen Signaliibertragungsweges derart 
einwirken, dass eine Virusvermehrung im wesentlichen 

10 gehexnmt wird, enthaltend: a. mindestens eine mit 
mindestens einem Virus infizierbare Zelle, die 
entweder mindestens zwei Kinasen eines zellularen Sig- 
naliibertragungsweges oder mindestens eine SEK Kinase 
enthalt und mindestens einen die Zellen inf izierenden 

15 Virus oder b. mindestens eine mit mindestens einem 

Virus infizierte Zelle, die entweder mindestens zwei 
Kinasen eines zellularen Signaliibertragungsweges oder ■ 
mindestens eine SEK Kinase enthalt. 

20 11. Testsystem nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 

dass es sich bei dem Virus urn ein RNA- oder DNA- Virus, 
vorzugsweise urn ein Influenza-Virus handelt. 

12. Testsystem nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, dass die Zelle mindestens eine Uberexprim- 

ierte Kinase enth&lt. 

13. Testsystem nach einem der Ansprttche 10 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine Zelle enthalt, in welcher 

30 a. mindestens ein Gen kodierend fur mindestens eine 

dominant negative Mutante mindestens einer iibergeord- 
neten Kinase und/oder b. mindestens eine dominant 
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negative Mutante mindestens einer untergeordneten 
Kinase enthalt. 

14. Testsystem nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Zelle enthalt, in der die 
Expression ftlr mindestens eine Kinase inhibiert ist. 

15. Verfahren zum Auffinden von mindestens einer Wirksub- 
stanz zur Prophylaxe und/oder Therapie von Viruser- 
krankungen, welche die Vermehrung von Viren bei 
Viruserkrankungen im wesentlichen hemmt bzw. hemmen, 
enthaltend folgende Schritte: c. Inkontaktbringen 
mindestens eines Testsystems nach einem der Ansprtiche 
10 bis 13 mit mindestens einer potentiellen Wirksub- 
stanz, und d. Bestimmung der Auswirkung auf die 
Virusvermehrung . 

16. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe und/oder Therapie von mindestens einer Virus- 
erkrankung, welches die Vermehrung von Viren bei 
Viruserkrankungen im wesentlichen hemmt bzw. hemmen, 
enthaltend folgende Schritte: c. Durchftthren eines 

.Testsystems nach einem der AnsprUche 10 bis 13, und d. 
Versetzen des/der auf gefundenen Wirksubstanz/en mit 
mindestens einem Hilfs- und/oder Zusatzstoff . 

17. Verwendung eines oder mehrerer der folgenden Wirkstof- 
fe zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset- 
zung zur Prophylaxe oder Behandlung einer Viruserkran- 
kung: a) ein Inhibitor einer Kinase, deren Inhibierung 
die Virusvermehrung hemmt, in Kombination mit einem 
antiviralen Wirkstoff, welcher kein Kinase Inhibitor 
ist, b) ein Inhibitor einer ersten Kinase, deren 
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alleinige Inhibierung die Virusvermehrung hemmt, wobei 
der Inhibitor zusatzlich eine von der ersten Kinase 
verschiedene zweite Kinase, deren alleinige Inhibier- 
ung die Virusvermehrung hemmt, inhibiert, c) ein er- 
ster Inhibitor einer ersten Kinase, deren alleinige 
Inhibierung die Virusvermehrung hemmt, in Kombination 
mit einem vom ersten Ihibitor verschiedenen zweiten 
Inhibitor einer von der ersten Kinase verschiedene 
zweite Kinase, deren alleinige Inhibierung die Virus- 
vermehrung hemmt, und/oder d) ein Inhibitor einer SEK 
Kinase . 



18. Verfahren zum Screenen nach prospektiven Wirkstoffen 
gemaJi Anspruch 17, wobei ein prospektiver Wirkstoff, 
optional mit einem zuvor identif izierten verschiedenen 
Wirkstoff oder mit einem verschiedenen weiteren pro- 
spektiven Wirkstoff, mit einem Testsystem nach einem 
der Ansprttche 10 bis 14 kontaktiert wird, wobei die 
Hemmung der Virusvermehrung quantif iziert wird, wobei 
der erhaltene Wert der Hemmung mit einem Referenzwert 
der Hemmung verglichen wird, welcher unter gleichen 
Bedingungen, jedoch ohne einen prospektiven Wirkstoff 
oder jedoch mit einem Ref erenzwirkstof f oder einer 
Referenzwirkstoff kombination, gewonnen wird, und wobei 
ein prospektiver Wirkstoff oder eine prospektive Wirk- 
stoff kombination selektiert werden, wenn der Wert der 
Hemmung hoher als der Referenzwert der Hemmung ist. 



19. Verfahren zur Prophylaxe oder Behandlung einer Virus- 
erkrankungen, wobei einem Patienten eine pharmazeu- 
tische Zusammensetzung nach Anspruch 17 in einer 
definierten und physiologisch wirksamen Dosis verab- 
reicht wird. 



